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論 文 内 容 要 旨
序論
健康 な母親が分泌する母乳 には、乳児が成長 して いく上で必要不可欠な栄養素が
十分 に含 まれ、その成分 ・組成が生理機能や代謝機能の未熟な乳児に利用 されやす
いという特徴を持つ。 したがって母乳は乳児 にとって 自然であ り、理想 の栄養源で
ある。そのために乳児用調製粉乳(以 下、育児用粉乳)は 、成分 ・組成及び機能 を
理想 とする母乳 に近づける こと、すなわち母乳近似化 を目標に改良が行われている。
母乳の成分を科学的に分析 し、その含量や特徴を把握 していぐことは、乳児 に対
する栄養生理学的な意義、役割 を解 明し、育児用粉乳 を母乳に近づけてい く上で も
必須 となる。 これ までも育児用粉乳は、 このような母乳研究を基盤に様々な成分の
改良が行われてきた。 しか し未だ に、母乳 と育児用粉乳には成分的な差がある こと
も知 られている。その一つに核酸成分、ヌクレオチ ドがあげられる。
ヌク レオチ ドは遺伝情報 をつかさ どる核酸(DNA、RNA)の 構成成分で、エネ
ルギー供与体 としてエネルギー代謝 に、あるいはタンパク質や糖質、 リン脂質合成
の代謝中間体 として多 くの生化学 プロセスに関わる重要な成分で ある。 しか しなが
ら、栄養学的にはヌクレオチ ドが4θ ηovo合成によって生体内で作 られること、食事
か ら摂取 しても尿素 として排泄される ことか ら注 目を浴びることはなかった。 とこ
ろが近年 になって ヌク レオチ ドの摂取が、低栄養状態のラッ トの発育 を促進す る、
ビフィズス菌 の増殖 を促進する、マ クロファー ジやナチュラルキ ラー細胞 を活性化
す ることが相次いで報告されるようにな り、栄養学的役割が見直され始めた。
ヌク レオチ ドは生体内で定常的に生成、分解 されている。 リンパ球などの免疫細
胞は世代交代が早 く、DNAやRNAの 生成、分解 も速いことか ら、エネルギー的に
有利なsalvage合 成 に依存する割合が高い。同様に腸管上皮細胞や脳細胞 もd8ηovo
合成が制限されてお り、認vage合 成 に依存す る割合が高いことが知 られている。一
方、新生児期は成長 も早く、DNA、RNAの 合成や生体機i能の維持のために十分量の
基質が必要 と考え られている。その基質 として食事、すなわち母乳 由来のヌクレオ
チ ドの重要性が認識され始めて いる。
そ こで本研究では、ヌクレオチ ドが母乳に含 まれる意義、生理的役割 を明 らか に
し、最終的 に育児用粉乳にヌクレオチ ドを強化す ることを目的 として、母乳及び育




第1章 母 乳 中のヌ ク レオチ ド、 ヌク レオ シ ド含 量 とそ の泌乳 期、
季節変化 及び牛乳 、育 児用粉乳 中 の含量 につ いて
母乳にヌクレオチ ドが含 まれることは古 くか ら知 られていた。 しかし、母乳の採
取条件や分析方法が不十分であるため、育児用粉乳の開発、改良のための基礎値 ・
基準値 として利用することは難 しかった。また、日本人母乳 を対象とした分析は1960
年代に実施されたのみで、その後30年 以上にわたって行われていなかった。そ こで、
育児用粉乳にヌクレオチ ドを強化するための指標 を得るため に、 日本各地か ら収集
した2,279検 体の母乳 を対象にヌク レオチ ド含量 と、 これ まで分析報告の少なかっ
たヌクレオシ ド含量をHPLCで 分析 した。同時に、牛乳や育児用粉乳の分析も行 い、
母乳 と比較 した。
母乳中に検出できた9種 類のヌクレオチ ド、ヌクレオシ ドを分析 した(Tablel)。個々
のヌクレオチ ドやヌク レオシ ドは特徴的な泌乳期変化 を示 さなか った。また、塩基
の種類別(Fig.1)あるいはヌク レオチ ドー リン酸(Fig.2)の比較 も行ったが、同様に特徴
的な変化 は見 られなかった。 ほとんど全てのサ ンプルで共通 した特徴は、母乳 には
ピリミジンヌクレオチ ド、ヌク レオシ ド(特 にシチ ジン、CMP、CDP)が 多 く含ま
れ、生体 内で主要なプ リンヌクレオチ ドは少ないことであった。 また、冬季乳 にヌ
クレオチ ドやヌクレオシ ドが多 く、夏季乳に少ない点 も共通 した特徴であった。
一方、牛乳や育児用粉乳中のヌクレオチ ド含量の分析か ら、含量や種類 は母乳に
比べて少ない ことが明 らか になった(Table2)。
このように母乳 中に見 られた特徴、すなわち母乳には ピリミジンヌクレオチ ド、
ヌクレオシ ドが多 いこと、冬季乳 にヌクレオチ ド、ヌクレオシ ドが多 いことは、母
体側のホルモ ンや食事による影響 と考えることもできる。 しか し、母乳成分は乳児
にとって合 目的であることか ら、乳児 に対 して栄養学的な意義 を持つため とも考え
られる。特 にシチジンヌクレオチ ドが多 いことが、乳児の栄養生理 とどの様 に関わ
り合っているか、また育 児用粉乳 にヌクレオチ ドが少ないことが、乳児 にどのよう
な影響を及ぼすか に興味が持たれる。そ こで、現在食品添加物 と認め られ、育児用
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粉乳に強化す ることの可能な5種 のヌクレオチ ドー リン酸(CMP、UMP、AMP、IMP、
GMP)を 用いて、その生理効果 について検討 した。
第2章 腸管上皮細胞 の増殖、分化 に及ぼすヌクレオチ ドの効果
腸管上皮細胞は短期間のうちに増殖 ・分化 し、絨毛の先端か ら脱落 していく。 ヒ
トではこのサイクルが,3～5日 と言われるほど腸管上皮細胞のulmoverは 早い。 この
よ うに世代交代の早い細胞では、核酸(DNAやRNA)合 成 も盛んで、ヌク レオチ
ドの必要量 も多い。また腸管上皮細胞ではヌクレオチ ドの46ηovo合 成 に関与する酵
素活性が低 いために、食餌 として外部か らヌクレオチ ドを供給す る必要がある。 し
か し、第1章 で明 らかに した母乳ヌクレオチ ドの特徴が、腸管 の発達 にどの様 に影
響す るかは明 らかにされていない。そ こで母乳中の存在比と同 じ組成比のヌク レオ
チ ド混合物 を用いて、 ヒ ト結腸腺癌細胞株Caco-2及 びラッ ト小腸上皮細胞株IEC-6
の増殖、分化促進 に及ぼす効果、タイ トジャンクション(TJ)形成と微絨毛の発現に及
ぼす効果 について細胞 レベルで検討 した。次 いで、哺乳期や離乳期 ラッ トを用 いた
動物 レベルでの腸管成熟に及ぼす効果について も検討 した。
1)Cac(》2及 びIEC-6の 細胞増殖、分化促進効果
Cac(ト2及 びIEC-6の 細胞増殖、分化に友ぼすヌクレオチ ドの効果について検討 し
た。培地にヌクレオチ ドを添加 して10日 間培養 した後、Caco-2及 びIEC-6の 細胞数
を測定 した ところ、ヌク レオチ ドはCac(》2の 細胞増殖に影響 しなか ったが、IEC-6
の細胞増殖 を促進 した(Fig.3)。次 に、細胞膜 のマルターゼ、スクラーゼ活 性を測定
した結果.マ ルターゼおよび1またはスクラーゼ活性はヌク レオチ ド添加で有意に上
昇 した(Table3)。 したがって、ヌクレオチ ドはCac(ト2の 細胞分化及びIEC-6の 細胞
増殖、分化 を促進す ることが明らか となった。
また5種 のヌク レオチ ドのどの成分が細胞増殖、分化 に影響するか を検討 した結
果、cMPが 細胞増殖を促進 し(Fig4)、マルターゼ活性 を上昇させた(Fig.5)。この結果
か ら、細胞の増殖、分化 を促進す る成分は母乳に多 く含 まれるCMPで あった。
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2)腸 管上皮細胞の形態変化 に及ぼす効果
Caco-2を 用 いて、タイ トジャンクション(TJ)形 成 に及ぼすヌクレオチ ドの効果
を経上皮電気抵抗値(transeplthehalelecnicresis伽ce;TEER)を 指標に調べた。その
結果、ヌク レオシ ド添加はTEERを 上昇させたが、ヌクレオチ ド添加はTEERに ほ
とんど影響 しなか った(Fig.6)。ヌクレオチ ドは細胞膜 のアルカ リホス ファターゼに
よって リン酸基 を遊離 してヌクレオ シ ドになる ことか ら、アルカ リホス ファターゼ
がヌクレオチ ドの利用を制限 して いると考 えた。そ こで本酵 素を誘導す る トリヨー
ドチロニ ン(TIT)を添加 してCaco-2を 培養 した ところ、ヌク レオチ ド添加時のTEER
はヌクレオ シ ドと同程度 まで上昇した(Fig.7)。またTEERの 上昇はヌクレオチ ドの
濃度 に依存 し、そ の効果 は細胞増殖や分化促進効果 と同様 にCMP(及 びシチ ジン)
に認め られた(Fig.8)。さらに細胞表面を電子顕微鏡で観察 したところ、ヌク レオシ
ド添加によ って細胞表面 には無数の微絨毛が形成された(Fig!9)。したが って、ヌク
レオチ ドはTJや 微絨毛の形成 を促進 し、その効果の発現には、CMP(及 びシチジン)
が重要であった。
3)哺 乳期及び離乳期 ラッ トの腸管成熟 化に及ぼす効果
哺乳期及び離乳期 ラッ トの腸管成熟 に及ぼす ヌクレオチ ドの効果 を腸管粘膜の酵
素活性を指標に調べた。哺乳期 ラッ トにヌクレオチ ドを8日 間経 口投与 した ところ、
腸管粘膜のマルターゼ1ラクターゼ比が有意に上昇 した(Fig.10)。早期離乳 ラッ トにヌ
ク レオチ ド添加食を与えた場合にもラクターゼ活性、マルターゼ1ラクターゼ比に有
意な変化が観察 された(Figl1)。 また早期離乳ラッ トにヌクレオチ ド与えてか ら3日
目にスクラーゼ活性やマルターゼノラクターゼ比が有意に上昇した ことか ら、ヌクレ










脂質代謝 に及ぼす ヌクレオチ ドの効果 は、血中脂肪酸の不飽和化を促進すること、
リン脂質合成の代謝中間体 を形成 して リン脂質合成 を高める ことの2つ の効果が知
られている。前者については、新生児や未熟児 をヌクレオチ ド強化乳で哺育する と、
血 中の ドコサヘキサエ ン酸(DHA)や アラキ ドン酸が増加 し、母乳栄養児の血中脂
肪酸組成 に近づ くことが報告 されている。この理 由としては、脂肪酸の不飽和化酵
素の活性発現 にヌクレオチ ドが必要なためと考 えられている。一方、後者 について
はシチジンの投与が脳内のボス ファチジル コリン(PC)合 成を促進する ことが報告 さ
れている。 しか し、経口摂取 したヌクレオチ ドの脳内多価不飽和脂肪酸(PUFA)や
リン脂質 に及 ぼす影響や、さ らには脳機能の維持、改善への影響について は明 らか
にされていない。そ こで母乳中の存在比に合わせて調製したヌクレオチ ドの摂取が、
脂質代謝や記憶学習能 に及 ぼす影響、さらにはヌク レオチ ド摂取量が これ ら効果の
発現に及ぼす影響を検討 した。
1)脂 肪酸及び リン脂質代謝 に及ぼす効果
ヌクレオチ ド添加食または無添加食をラッ トに4週 間摂取させ た後、大脳皮質な
どの脂肪酸組成、 リン脂質含量(PC、PE)を 分析 した。まず、血清及び大脳皮質PC、
PEの 脂肪酸組成を分析 した結果、血清脂肪酸組成に変化 は見 られなかったが(Table4)、
大脳皮質PCのDHA、 アラキ ドン酸がヌクレオチ ド摂取で有意に増加 した(Table5)。
次 に、月刊蔵及び大脳皮質の リン脂質含量を分析 した結果、月刊蔵中のPC、PE含 量に
は有意な変化が見 られなかったが、大脳皮質PC及 びP(ンPE比 はヌクレオチ ド摂取
で有意 に増加 した(Fig.13)。したがって、ヌクレオチ ドを摂取することで、脳内のpc
含量や リン脂質PCのPUFAが 増加することが明らかとなった。 しか し大脳皮質PE
の脂肪酸組成及び血清脂肪酸組成に変化が見 られなかったので、従来考 えられてい
たような不飽和化酵素を活性化す る働きはないと考察 した。大脳皮質PαPE比 が有
意に増加す ることか ら考えて、ヌクレオチ ドがPC合 成を促進 した結果、PCの 脂肪
酸組成 も変化 した と考え られた。また、肝臓 リン脂質含量 に変化は見 られなかった
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が、肝臓ではヌクレオチ ドが4θπovo合成 によって盛んに作 られているために食餌か.
ら摂取 したヌクレオチ ドが影響 しなか った と考え られた。
2)記 憶学習能 に及ぼす効果
ヌクレオチ ド添加食または無添加食をラッ トに4週 間摂取させた後、多重T型 水
迷路 を用いて記憶学習試験 を行 った。その結果、ヌクレオチ ド摂取 によって迷路を
間違える回数(エ ラー数)が 少な くなった(Fig.14)。ヌクレオチ ドの摂取が脳 リン脂
質代謝に影響 し、その結果、記憶学習能が向上 したと考え られた。
3)記 憶学習能、 リン脂質代謝 に及ぼす ヌク レオチ ド添加量の影響
食餌中のヌクレオチ ド添加量 を無添加、025%、0.5%、1D%及 び5.0%に 調整 して
ラッ トに4週 間摂取 させた後、大脳皮質 リン脂質含量 と記憶学習 との関係 について
検討 した。ヌクレオチ ドを0.5%、1ρ%添 加 した群では、迷路を間違える回数(エ ラ
ー数)が 少なく(Fig.15)、記憶学習能の向上効果が認め られた。また大脳皮質 リン脂
質分析か ら、o.5%、1.o%添 加群でPc含 量が有意に増加 した(Fig.16)。 他の リン脂質
も分析 したところ、PI含 量 も増加す ることが明 らか になった(Fig.16)。したがって、
脳内PC、PI含 量の増加が学習の獲得に影響を及ぼしたと考え られた。 しか し、ヌク
レオチ ドを5.0%に 増や しても優れた効果は得 られないことか ら、ヌクレオチ ドの摂
取には至適 レベルがあると考えられた。
以上、食餌か ら摂取 したヌクレオチ ドが脳内の リン脂質代謝 に影響 した。 リン脂
質合成にはシチジンヌクレオチ ドが関与することから、母乳中に多いシチジン、CMP、
CDPが 重要である。特に、脳内のCTPレ ベルは低値で、46ηovo合 成 も限 られてい
ることか ら、 シチジンヌク レオチ ドを摂取す る必要性 は高い と考え られ る。また、
脳内で生 じた リン脂質の変化が、記憶学習の獲得 に重要な役割 を持つ と考え られる。
ラッ トではヌクレオチ ドを摂取する際 に至適 レベルがあることが明 らかになった。
したが って、 ヒ ト乳児で も至適 レベルが存在する可能性があ り、育児用粉乳にヌク




本研究では、母乳及び育児用粉乳 とそ の原料である牛乳中のヌクレオチ ド、ヌク
レオシ ド含量やその特徴を明 らか にし、さらには腸管上皮細胞の増殖、分化及び脂
質代謝 記憶学習能 に及ぼすヌクレオチ ドの効果 を明らかにする ことを目的 とした。
母乳 中には3種 のヌク レオシ ド、5種 のヌクレオチ ドー リン酸、1種 のヌクレオ
チ ドニ リン酸が存在 し、特 にピリミジンヌクレオチ ド(シ チジン、CMP、CDP)が
多 く含 まれていた。一方、育児用粉乳やその原料で ある牛乳中の含量は母乳 に比べ
て少ない ことが明 らか になった。そ こで母乳 に多 く、育児用粉乳に少な いヌクレオ
チ ドがどのような役割 を持つかについて腸管及び脳 を対象に検討 した。
まず、腸管上皮細胞の増殖、分化 に及ぼす効果 を調べた ところ、ヌク レオチ ドは
細胞増殖、分化を促進する こと、さらにTJや 微絨毛の形成 にも影響することを明 ら
かに した。 またラッ トを用 いた検 討か ら、ヌクレオチ ドは哺乳期及び離乳期 ラッ ト
の腸管の成熟化に影響す ることを明 らかにした。
一方、ヌク レオチ ドの摂取は大脳皮質PC、PI含 量やPUFAを 増加させた。 この
変化 は肝臓や血清に見 られなか った ことか ら、脳特異的であると考えた。また、脳
リン脂質の増加が、記憶学習の獲得に重要であると考察 した。
以上の結果 を踏 まえて、母乳 に含 まれるヌクレオチ ド(特 にCMP)が 乳児の腸管
や脂質代謝、脳機能の発達 に重要な役割 を持つ と考えた。 したがって、育児用粉乳
にヌクレオチ ドを強化する ことは、乳児の正常な機能発達を促す上でも必要であ り、
ヌク レオチ ドは乳幼児 にとって準必須栄養素(semiessendalnunient)と して、乳児の健
やかな発育 に大きく寄与す ると考え られた。
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Totalamount asz 3.98 z.is 3.20 4.57 4.75 4.27 2.90
Diphosphate





























Totalamount 5.27 3.06 5.31 6.60 6.39 5.42 4.43 3.89
5μ"3"昭 「"軍∫疎(〃20"100,π ひ
Lactation(Postpartnmdays)
















































Totalamount 2.48 0.83 1.14 1,五7 1.38 osa 0.50 0.55
Diphosphate





























Totalamount 4.00 3.70 3.47 3.12 4.56 3.41 2.10 3.35
*n .d.=notdetected
Table2. C・ ・t・・t・・f耳・d・ ・‡idesi・ .b・伽 ・.milk・ 繭 蜘t恥 ・m・1・.
(ｵmoV100m1)
Bovinemilk
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論 文 審 査 結 果 要 旨
健康な母乳が分泌する母乳には,乳 児が成長 してい く上で必要不可欠な栄養素が十分にふ くまれ,乳
児にとって理想的栄養源である。 しか し母乳 と育児用粉乳には成分的な差のあることが知 られ,そ の一
つに核酸成分,ヌ クレオチ ドがあげられる。そこで本研究では,ヌ クレオチ ドが母乳に含まれる意義,
生理的役割を明らかにし,最 終的に育児用粉乳にヌクレオチ ドを強化することを目的として,母 乳およ
び育児用粉乳のヌクレオチ ド含量の分析 を行い,次 にヌクレオチ ドの生理機能として腸管上皮細胞の増
殖,分 化に及ぼす効果,さ らには脂質代謝,記 憶学習能に及ぼす効果について検討 を行った。第1章 で
は母乳中のヌクレオチ ド,ヌ クレオシド含量 と泌乳期,季 節変化および牛乳,育 児用粉乳中の含量につ
いて検討 した。その結果,ピ リミジンヌクレオチ ド,ヌ1クレオシ ド(特にシチジン,CMECDP)が 多 く
含まれ,生 体内での主要なプリンヌクレオチ ドは少ないことがわかった。一方,牛 乳や育児用粉乳のヌ
クレオチ ド含量 と種類は母乳に比べて少ないことが明らか となった。第H章 では,腸 管上皮細胞の増
殖,分 化に及ぼす効果似ついて検討 した。その結果,ヌ クレオチ ドはヒト結腸腺癌細胞Coca-2の 細胞
分化およびラット小腸上皮細胞株IEC-6の 細胞増殖 と分化 を促進することが明 らかとな6た 。その成分
は母乳に多 く含まれるCMPで あることを明らかにした。 さらにヌクレオチ ドはタイ トジャンクションや
微繊毛の形成を促進 し,そ の発現にはCMPが 重要であった。さらに腸管成熟も促進 した。第皿章では,
脂質代謝,記 憶学習能に及ぼすヌクレオチ ドの効果について検討 した。その結果,ヌ クレオチ ドは大脳
皮質のリン脂質(PC,PI)含 量を有意に増加 させ,特 に脳内多価不飽和脂肪酸(PUFA)の 増加を明らかにす
ることができた。この変化は肝臓や血清に見られなかったことから,脳 特異的とであると考えられた。
また学習記憶試験の結果,エ ラー数が少な くなり,ヌ クレオチ ドの摂取が脳 リン脂質代謝に影響 し,そ
の結果,記 憶学習能が向上 した ものと考えられた。以上の結果を踏まえて,母 乳に含 まれるヌクレオチ
ド(特にCMP)が 乳児の腸管や脂質代謝,脳 機能の発達に重要な役割を演 じていると結論される。従 っ
て,育 児用粉乳にヌクレオチ ドを強化することは,乳 児の正常な機能発達を促す上でも必要であ り,準
必須栄養素と考えられる。
以上の結果は,育 児用粉乳の強化の必要性を明らかにしたもので,実 用性の高い研究成果であ り,実
用面で も評価されていることから,博 士(農学)の学位 を授与するに値すると判定 した。
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